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OZET

Koldemir, O. (2017). Sitotoksik Ajanlarla Muamele Edilen MCF-7 Meme
Kanseri Hiicre Hattinda Bazi Kodlamayan RNA’larin Hiicresel ve Eksozomal Ifade
Diizeylerinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji ABD., Yiiksek Lisans Tezi, istanbul.

Genomda protein kodlamayan genler “kodlamayan RNA’lar” (ncRNA’lar)
olarak adlandirilirlar. 200 niikleotidten uzun olan ncRNA’lar “Uzun kodlamayan
RNA’lar” (IncRNAs) olarak isimlendirilmistir. Giiniimiizde binlerce IncRNA kesfedilip
onemli biyolojik sinyal yolaklar ile iligskilendirilmis olsa da hala bir ¢ogunun islevi
tiimiiyle aydinlatilamamistir. Kanser gibi birgok hastalikta bu molekiillerin ifadelerinin
degistigi belirlenmistir. Hiicrelerden salgilanan eksozomlarda da IncRNA’larin
bulundugu bilinmektedir ve eksozom igerikleri farklilik gosterebilir. Tez calismasinda,
hiicre kiiltiirii kosullarinda anti-kanser ajanlar olan taksol ve bleomisin ile muamele
edilen meme kanser hiicre soylarinda (MCF-7 ve MDA-MB-231) aday kodlanmayan
RNA’larin (lincrna-p21 ve GASS5) gen ifade davramiglari incelendi. Hucresel gen
anlatim degisimlerinin, bu molekiillerin eksozomal ifadelerini nasil etkiledigi arastirildi.
Gen ifade dlzeyleri nicel PZR ydntemi ile incelendi. Taksol ve bleomisin ile muamele
edilen MCF-7 hicrelerinde hicresel lincrna-p21 molekullinin ifade dizeylerindeki
degisim istatiksel olarak anlamli bulundu (2.7 ve 2.8 kat artis, p<0.05). GASS
molekiiliiniin ifade diizeyindeki artis daha sl idi (1.5 kat). Anti-kanser ajan
uygulanan MCF-7 hiicrelerinden salinan eksozomlarda yiiksek oranda lincrna-p21 ve
GASS birikimi gozlendi. Taksol muamelesi sonrasinda eksozomal lincrna-p21 miktari
kontrole gore yaklasik 2.5 kat artarken, bleomisin uygulamasinda artis yaklasik 5 kat
idi.  Eksozomal GASS5 miktarimin ise 6 kat arttigi belirlendi. MDA-MB-231
hucrelerinde GASS ve lincrna-p21 ifade artig oranlar istatiksel olarak anlamli degildi.
Bu hiicrelerinden salinan eksozomlarda lincrna-p21 seviyelerinde hiicresel duzeylerin
aksine, anlamli artislar saptandi. Taksol, eksozomal lincrna-p21 ifadesini 2.1-3.4 Kat,
bleomisin ise 2.5-3 kat yiikseltmistir. Bulgularimiz, hiicresel ve eksozomal IncRNA
ifade profillerinin sitotoksik stres tliriine, molekiillerin islevine veya hiicre tipine gore
farklilik gosterebildigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Kodlamayan RNA’lar, lincrna-p21, GASS5,
Eksozom

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 56669.
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ABSTRACT

Koldemir, O. (2017). Investigation of cellular and exosomal expression of some
candidate non-coding RNAs in MCF-7 breast cancer cells exposed to cytotoxic agents.
Istanbul University, Institute of Health Sciences, Basic Oncology Department, M.Sc.
thesis, Istanbul.

Long non-coding RNAs (long NCRNAS) are non-protein
coding transcripts longer than 200 nucleotides. Recently, thousands of IncRNA were
identified and associated with essential cellular pathways. Although the biological roles
of the majority of these molecules remain to be clarified remarkable, some InNcRNAs are
downregulated or upregulated at numerous disease incluiding cancer. Recent data
reveals existence of INCRNASs in exosomes. Exosome are cell-derived vesicles that have
characteristics of their own. Their compositions can be diagnosed about cell and
microenveronment. In this thesis, two breats cell lines, namely MCF-7 and MDA-MB-
231 were exposed to taxol and bleomycin in cell culture. Following exposure to
cytotoxic agents, we analyzed expressions of candidate IncRNAs (lincrna-p21 and
GASDS) in cells and released exosomes by RT-PCR. In MCF-7 cells treated with taxol
lincrna-p21 expression is increased 2.7-fold. The rate was very similar (2.8-fold) in cells
treated with bleomycin. Change in expression of GAS5 after treatment with anti-cancer
agents was less (1.5 fold). We observed that exposure to anti-cancer agents led to a
marked accumulation of IncRNAs in MCF-7-derived exosomes. We found that
exosomal lincrna-p21 expression is increased at least 2.5-fold following taxol treatment
while up to 5 fold at bleomycin. Extent of GAS5 accumulation in MCF-7-derived
exosomes was more pronounced (approx. 6 fold). Although the effect of cytotoxic
agents on lincrna-p21 and GAS5 in MDA-MB-231 cells was limited, exosomal
enrichment of lincrna-p21 was remarkably (up to 3.4 fold). Taken together, our findings
suggest that IncRNA profiles in cells and released exosomes may vary depending on
their biological functions, cytotoxic stress and cell types.

Key Words: Breast Cancer, ncRNAs, lincrna-p21, GAS5, Exosome
This Project was supported by Istanbul University Scientific Projects Research Unit.
Project no: 56669
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri tiim diinyada kadinlarda en sik goriilen malignitedir ve insidansi
giderek artmaktadir [1]. Artan goriilme sikligina karsin, meme kanserine bagli mortalite
azalmaktadir. Bunun nedenleri arasinda, mamografi taramasi sonucu erken teshis,
cerrahi tekniklerdeki gelismeler, radyoterapinin daha etkin hale gelmesi ve adjuvan tibbi
tedavilerdeki ilerlemeler sayilabilir [2]. Bu gelismelere ragmen, meme kanseri,

kadinlarda hala kanserden oliimlerde 2. sirada yer almaktadir.

Meme Kkanserinin evrelemesi diger tiimoérlerde oldugu gibi tiimor biiytikligi,
nod pozitifligi, ve uzak metastaz durumuna gore yapilir. Ancak klinik evreleme meme
kanserinin prognoz ya da yonetiminde tek faktor degildir. Meme kanserinin erken
saptanmast, prognoz analizi ve tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilabilecek
biyobelirtegler konusunda arastirmalar yapilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
onem kazanan molekiil gruplarindan biri de uzun kodlamayan RNA’lardir (long non-
coding RNAs, IncRNA’lar). Bu molekiiller protein kodlamayip 200 niikleotid
uzunlugunda veya daha uzun olabilmektedirler [3]. LncRNA’larin bir ¢ogunun islevi
bilinmemesine ragmen; gen ifade siirecinin birden fazla evrelerinde gorev aldiklari

gosterilmistir [4-7].

Tez calismasinda apoptozla iligkili kodlamayan RNA’lardan lincrna-p21 ve
GASS molekiillerinin ifade diizeyleri meme kanseri hiicre soylarinda ve bu hiicrelerden
kiiltiir ortamina salinan eksozomlarda incelenecektir. GASS’in apoptozu kontrol ettigi
ve meme kanseri de dahil olmak (zere bir ¢ok kanserde ifadesinin azaldig1
gosterilmistir [8-10]. Bu calismalar GASS5’in potansiyel bir timor baskilayict molekiil
oldugunu gostermektedir. Tez caligmasinda incelenecek olan bir diger molekiil olan
lincrna-p21, p53 proteinin hedef genlerinden biridir. p53 ve lincrna-p21 apoptoz ve
hicre siklusunu durduran molekdllerdir [11]. lincrna-p21’in hiicre proliferasyonu, DNA
hasar1 ve apoptoz, gelisimde ve hastalik progresyonunda diizenleyici gorev tistlendigini
gosteren calismalar yapilmistir [12,13]. Bu o6zellikler lincrna p21’in yeni bir biyo

belirtec olabilecegi potansiyeli tagidigini gdsteren caligmalardan bazilaridir.



Uzun kodlanmayan RNA’larin ifade diizeylerinin hiicresel bazda incelenmesinin
yani sira eksozomlarda da incelenecektir. Eksozomlar idrar, tikirik, kan gibi bir cok
biyolojik sivida bulunabilirler [14]. Eksozomlarin sahip olduklari molekiiler igerikleri
bulunduklar1 fizyolojik kosullara ve salgilandiklar1 hiicreye gore farklilik gosterir
[15,16]. Ayrica, eksozomlarin ¢esitli sitotoksik ajanlar ve radyasyon gibi DNA hasarina
ve apoptozu uyaran etmenler sonucu tasidiklari IncRNA miktarlarinda degisim oldugu
gosterilmistir  [17]. IncRNA’larin ifadesinin eksozomal diizeyde incelenmesi,
eksozomlarin hastalik teshisi, tedavi siirecinin izlenmesi gibi klinik safhalarda
kullanilabilmesi i¢in gelistirilecek yontemlere katki saglayabilir ve yeni ¢aligmalara da

onculik edebilir.

Tez calismasinin reseptor pozitif invaziv meme kanserini temsil eden MCF-7
hiicrelerinde yapilmas: planlanilmisti. MDA-MB-231 adlandirilan ve Ugli-negatif
meme kanseri Ozelliklerini tasiyan hiicre soyu ise karsilastirma i¢in kullanilacaktir.
Hiicreler iki farkli mekanizmayla apoptozu uyaran sitotoksik ajanlar taksol ve
bleomisin ile muamele edilecektir. Sitotoksik ajanlarin uygulanmasi sonrasinda
potansiyel tiimor baskilayici olan lincrna-p21 ve GAS5 molekdillerinin hem hiicrelerde
hem de eksozomlarda ifade diizeyleri incelenerek, apoptotik suregteki ve hicrelerin

eksozomlar araciligi ile etkilesiminde rolleri konusunda ipuglar1 elde edilebilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme dokusu hem kadinlarda, hem de erkeklerde bulunmasina karsin meme
bezleri sadece dogumdan sonraki donemde islevsel olmakta ve siit salgilamaktadir.
Insanlarda meme dokusu meme bezlerinin yami sira bag dokusu icerir loplardan ve
kanallardan olusur. Her meme, her birinde bir¢ok lobiil bulunan 15-20 lobtan olusur.
Lobiiller, siit lireten c¢ok sayida kiiciik keseciklerle sonlanir. Loplar, lobiiller ve
kesecikler birbirine duk adi verilen kanallarla baglhidir. Meme kanseri, meme dokusunu

olusturan tiim hiicrelerden gelisebilirken, en sik bu kanallar1 olusturan hiicrelerden

koken alir [18].

Hastalik erkeklerde nadiren goriiliir. Her iki cinsiyet goz Oniine alindiginda, bu
hastalik, 6lim nedenleri arasinda 5. sirada yer almaktadir. Artan goriilme sikligina
karsin, meme kanserine bagli mortalite azalmaktadir. Bunun nedenleri arasinda,
mamografi taramasi sonucu erken teshis, cerrahi tekniklerdeki gelismeler,
radyoterapinin daha etkin hale gelmesi ve adjuvan medikal tedavilerdeki ilerlemeler
sayilabilir [2]. Bu gelismelere ragmen, meme kanseri, kadinlarda hala kanserden

Oliimlerde 2. sirada yer yer almaktadir.

Meme kanseri, morfolojik, immdunhistokimyasal, molekiler ve klinik olarak
oldukga heterojen bir hastaliktir. Bu nedenle, hastaligin prognozu ve standart tedavilere
cevabr hastadan hastaya farklilik gostermektedir. Meme kanserindeki yiiksek
heterojenligi standardize etmek amaciyla gesitli siniflama sistemleri gelistirilmistir.
Siniflama semalar1 son yillarda giderek daha da gelismis prognoz ve tedavide
kullanilmaya baslanmistir. Meme kanseri kabaca, in situ karsinom ve invaziv kanser
olarak kategorize edilebilir. In situ meme kanseri ise, biyime 6zellikleri ve sitolojik
ozelliklere gore ayrica duktal ve lobiiler olmak iizere iki smifa ayrilmaktadir. In situ
duktal karsinom, lobiiler olana gore daha sik gozlenir ve heterojen bir timdr grubunu
icerir. Invaziv kanserler de, in situ karsinom gibi, histolojik alt gruplara farklilagmig
heterojen tiimorleri icerir. Onemli invaziv tiimor tipleri, infiltratif duktal, invaziv
lobiiler, duktal/lobiiler, muzindz, medullar ve papiller karsinomlardir. Bunlardan,

infiltratif duktal karsinom, tiim invaziv meme kanserlerinin  %70-80 kadarin1 olusturur.



Son yillarda, meme kanserinde molekiiler siniflamalarin prognoz analizi ve
tedavi etkinligini degerlendirme a¢isindan daha yararli olabilecegi glindeme gelmistir
[19]. Yapilan ¢alismalarda, meme kanserinin ¢ok sayida molekiiler alt tipi belirlenmis
ve bunlar cesitli ¢alismalarla teyit edilmistir. Ostrojen reseptorii (ER), projesteron
reseptorii (PR) ve ErbB/HER2 reseptor ekspresyon durumlart géz oniine alinarak;
bazal-benzeri (basal-like), Her2 asir1 eksprese eden normal meme benzeri (normal
breast like), luminal A tipi (luminal subtype A) ve luminal B tipi (luminal subtype B)
olmak tizere, en az 5 molekiiler alt grup olarak siiflandirilmistir [20, 21]. Bu molekuler
alt tipler, mikrodizin gen ifade caligmalar1 ve hiyerarsik kiimeleme c¢aligmalar1 ile
belirlenmistir. Caligmalar, molekiiler alt tiplerin, hastaliksiz sagkalimi ve genel
sagkalimi Ongoérme agisindan Onemli farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur.
Ornegin, bazal benzeri veya iiclii-negatif grupta (ER /PR /ErbB2") yer alan hastalar en
kisa genel sagkalima sahiptirler [22].

Butiin bunlar, meme kanserinin tek bir hastalik degil, farkli molekiiler
ozelliklere sahip timorler oldugunu gostermektedir [23]. Bu farkli genetik yapilarin
dogal bir sonucu olarak bazi hastalarin standart kabul edilen tedavilere daha az yanit
verdigi ve metastaz olasiliklarinin arttigi ortaya konmustur [24,25]. GlnlimuUzde meme
kanserinde yiiriitiilen arastirmalarin biiyiik bir c¢ogunlugu bu farkli biyolojik
davraniglarin  arkasinda yer alan hiicre i¢i temel molekiiler mekanizmalarin
aydmlatilmas1 ve bu mekanizmalar1 geri ¢evirmeye yonelik veya hedefe yoOnelik
tedavilerin gelistirilmesi iizerinde odaklanmistir [26, 27]. Diger taraftan, meme
kanserinin erken saptanmasi, prognozu ve tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde yeni
biyobelirteg arayislari devam etmektedir. Bu amagla, hem in vivo hem de in vitro

calismalar yliriitilmektedir.

2.1.1. Meme Kanseri Gelisiminin Molekiiler ve Epigenetik Mekanizmalari

Meme kanseri bir ¢ok acidan heterojen bir hastalik olmasina karsin, genetik ve
epigenetik arastirmalarin  hastalifin erken saptanmasi, teshisi, tedavi etkinliginin
degerlendirilmesi ve prognoz analizi gibi konularda engellerin asilmasma yardimci
olacagi ongoriilmektedir. Yukarida belirtildigi gibi, meme kanserinin alt tiplerinin

tanimlanmas1 i¢in genetik cesitlilikten yararlanilir. Bu alt tiplerin ortaya ¢ikmasina



neden olan molekiiler ve epigenetik degisikliklerin neler oldugu ve prognoza etkileri

giinlimiizde tam olarak ¢oziilebilmis degildir [20, 21].

Elde edilen bilgiler meme kanserinin molekiiler alt gruplarinda gen
mutasyonlari, kopya sayisi, ekzon dizileri, mikroRNA, protein, metillenme ve
asetillenme seviyelerindeki degisimlerden meydana geldigini gostermektedir. Stephen
ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢alismada, 100 meme tiimoriinde, protein kodlayan genlerin
somatik kopya sayilarindaki degisimler ve mutasyonlar1 incelemislerdir. Buna gore
21,416 protein kodlayan gen bolgesi boyunca 7,421 somatik mutasyon belirlemiglerdir
[28]. Bu ¢alismada BRCA1, RB1, TP53, PTEN, AKT1, CDH1, GATA3, ve PIK3CA
gibi bir ¢ok genin meme kanseri gelisimine katildig1 ve somatik mutasyon tasidiklari
gosterilmistir. Bu genler, apoptoz, hiicre dongiisii diizenlenmesi, ve transkripsiyon
kontrolii gibi farkli yolaklarda gorev alirlar. Yapilan bagka bir caligmada ise, PPP2R2A,
MTAP, ve MAP2K4 genlerinde kayiplarin meydana geldigi saptanmis, genlerin
yaklasik %40’inda somatik kopya sayilarinda degisim saptanmistir [29].

Giincel veriler meme kanseri alt gruplarmin yalnizca mutasyon sikligiyla
birbirinden ayrilmadigini ayni zamanda mutasyon tiplerinde de farkliliklar tagidiklarini
gostermektedir. Ornegin, luminal A ve B alt gruplarinda TP53 mutasyonlar1 ¢ogunlukla
yanlis anlamli iken, bazal tip meme kanserinde anlamsiz ve cergceve kaymasi
mutasyonlar1 yogunluktadir. Ayn1 ¢alismada PIK3CA, EGFR, FOXA1 ve HER2 genleri
iceren bolgelerin kopya sayilarinda artis gézlenirken, MLL2, PTEN, RB1, ve MAP2K4
gen bolgelerinde genomik kayiplar saptanmistir [30].

Epigenetik degisimler ¢ok sayida kanserin gelisimi ve ilerlemesi i¢in kritik bir
faktordiir. Bu degisimlere odaklanan c¢ok sayida gilincel calisma yapilmistir. Bu
calismalar sonucunda, histon modifikasyonlar, DNA metilasyonu ve miRNA
ekspresyonu gibi epigenetik degisiklerin kanser gelisimine katkist konusunda bilgiler
artmaktadir. Omegin yapilan bir ¢alismada miR-12b, miR-145, miR-21, ve miR-155
gibi miRNA’larin meme kanserini de i¢eren ¢ok sayida kanser tipinde normale gore
daha az ifade edildigi saptanmistir [31]. Diger bir ¢alismada, diisiik-orta derecede lizin
asetillenmesi, lizin seviyesi ve arginin metillenmesinin koti prognoz gésteren meme

timorleri ile (Uclu-negatif ve kanserlerde HER2+ gibi) iliskili oldugu rapor edilmistir



[32]. Metillenme derecesinin meme kanserinin agresifligini etkiledigini  gosteren
calismalar mevcuttur [33]. Tim bu g¢alismalar, meme kanserinde molekiiler
simiflandirmanin  6nemini vurgulamakta olup, bu alt tiplerin daha ileri dizeyde

arastirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

2.2 Protein Kodlamayan RNA’lar

Yakin zamana kadar, kompleks organizmalarda gen ifade diizenlemesinin biiyiik
oranda transkripsiyon faktorleri ve diger diizenleyici proteinlerin birlikte ¢alismasi ile
gerceklestigi diigiiniilmekteydi. ENCODE projesi gibi genis ¢apli genom calismalari,
insan genomunun yapist ve kromatin organizasyonu hakkinda Onemli bilgiler
saglamigtir [34]. Genomun “Atik DNA” denizinde protein kodlayan gen adalarindan
olustugu fikri yerine, giderek artan yeni bilgiler, genomun ¢ok biiyiik bir kisminin
diizenleyici gorevler istlendigini gostermektedir [35]. ENCODE projesi, genomun
sadece yaklasik %1.2°sinin protein kodladigmi, %20’sinin biyolojik fonksiyon ve
%80’inden fazlasinin ise biyokimyasal islevsellik gosterdigi sonucuna ulasmugtir.
Protein kodlamayan DNA bolgeleri, yalnizeca genomun ii¢ boyutlu yapisini ve gen
ifadesini diizenleme gorevi gormeyip, DNA’ya baglanan proteinlere substrat olmanin
yant sira ¢ok cesitli kodlamayan RNA (ncRNA) molekiiliine kalip gorevi gormektedir
[36]. Bu molekiiller hiicreye 6zgii ve gelisimsel dinamik ekspresyon gosterirler [37, 38]

ve buyuk capta diizenleyici gorevler Ustlenirler [39].

NcRNA’lar proteine donistiiriilmeyen RNA  molekilleridir ve  RNA
polimerazlar tarafindan {iretilirler. Kodlamayan genler, proteine doniisen mRNA’lar
yerine, yapisal islev goren, katalitik ya da diizenleyici gorevler iistlenen RNA’lar1
kodlarlar [40]. NcRNA’lar islevsel ve yapisal olarak farkli RNA tiplerini igerir. Bunlar
arasinda, protein sentezi ve RNA islenmesinde gorev alan, tRNA, rRNA, ribozimler,
snRNA’lar, ve snoRNA’lar; piRNA’lar, kisa (20-25 nt) duzenleyici molekiller olan
mikroRNA’lar (miRNA’lar) ve 200 niikleotidten daha uzun ve “Uzun Kodlamayan
RNA’lar” olarak (IncRNA’lar) adlandirilan molekiiller yer alir [3].

Yeni nesil dizileme yontemlerinin gelismesi ve uygulanabilirliginin
kolaylagmasiyla yeni bulunan ncRNA’larin sayist her gegen gilin artmaktadir. Tim

kesfedilen ncRNA’larin islevlerini agiklamak tam olarak miimkiin olmasada hastalik



patolojisinde, oOzellikle de kanserle iligkilerinin olup olmadigi arastirilmaktadir.
Hiicresel homoestaziyi diizenlemekle gorevli sinyal yolaklarinin bozulmasi ile
sonuglanan genetik degisiklikler kanser gelisim mekanizmalar1 arasinda ilk sirada yer

alir [19].

Cok sayida kanser somatik ve germline mutasyonlarinin etkilesimi ve gevresel
faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikar. Bu mutasyonlarin bir ¢ogu protein kodlama
kapasitesinden yoksun bolgeler olan ve ncRNA’lar1 kodlayan bdlgelerde meydana gelir
[41]. Kanser biyolojisi ile ilgili yapilan c¢alismalarda, IncRNA’lar en ¢ok caligilan

molekiil gruplarindan birini olusturur.

2.2.1 Uzun Kodlamayan RNA’lar (IncRNA’lar)

Uzunlugu 200 nt’den fazla olan ncRNA’lar uzun kodlanmayan RNA’lar
(IncRNA) olarak adlandirilmistir. LncRNA’lar, RNA polimeraz II tarafindan transkribe
edilmeleri, bazilarinin poliadenilasyon igermeleri ve alternatif kirpilmaya ugrama
Ozellikleri bakimindan mRNA’lar ile benzerlik tasirlar. Ancak, mRNA’larin aksine
islevsel proteinlere doniistiiriilmezler. LncRNA’lar1 kodlayan DNA dizleri, protein
kodlayan genlerin anlamli ve anlamsiz kisimlarinda, intron bolgelerinde ya da genomun
intergenik kisimlarinda bulunabilirler [42]. Bu molekuller, hemen tim insan
dokularinda ifade edilirken dokuya 6zgii ekspresyon gosterdikleri de bilinmektedir [43,
44].

Yeni nesil dizileme uygulamalarin1 igeren caligmalar ile ylizlerce IncRNA
kesfedilmis ve bunlarin ifade diizeylerindeki degisimler farkli kanser tipleriyle
iligkilendirilmistir. Az sayida IncRNA'nin islevselligi aydinlatilmis ve yine az sayida
IncRNA molekiiliin malign doniistim ile iligkisi bildirilmistir. Ancak, bu molekiillerden
bazilarinin, hiicre ¢ogalmasi, hiicre sagkalimi, migrasyon veya genomik kararlilig
etkileyen ve boylece hiicresel biitiinliigii saglayan c¢esitli sinyal yolaklarinda anahtar role

sahip olduklar1 gosterilmistir [4-7].

LncRNA'lar, c¢esitli mekanizmalarla gen ifadesini diizenleyen heterojen
transkript gruplaridir.  Bazi molekiillerin, saglikli hiicrelerin timoér hdcrelerine

doniismesine direkt olarak katildiklar1 ve tiimor dokularinda farkli seviyelerde ifade



edildikleri gosterilmistir. Ornegin, HOTAIR (‘HOX transcript antisense RNA”) olarak
iIsimlendirilen molekiiliin yiiksek ifade diizeyinin, gelisimsel evrede dnemli olan HOXD
gen kiimesini susturarak meme kanseri hiicrelerinin metastaz yetenegini arttirdigi
belirlenmistir. Bir bagka 6rnek olan ANRIL (CDKN2B) molekiiliiniin yiiksek ifadesi,
prostat ve gastrik kanserin kotii prognozuyla iligkilendirilmistir. LncRNA'lar kanser
hicrelerinin karakteristik 6zelliklerini etkileyen fonksiyonel transkriptlerdir ve her
gecen giin daha fazla dikkat ceken potansiyel terapotik hedefler haline gelmektedirler
[45-47]. Sekil 2.1°de kanser gelisimi iligkilendirilmis IncRNA molekiilleri ve
etkiledikleri yolaklara drnekler gosterilmektedir [40].

Lne-RNA aracili regiilasyon mekanizmalan Kanserle iliski lncRNA Grnekleri
A ANRIL: INK4A-ARF-INK4b timdr stpresor lokusunun PCR1
aracil1 baskilanmasi,prostatkanserinde regiiledir [48]
Kromatin Yeniden Modellenmesi XIST:X  kromozomu inaktivasyonuna  katir, kadin
Heterokyomatia kanserlerinde az regiiledir [49]
‘ \O:xau‘.-l:: KCNQ1OT1: Kolorektal kanserlerinde genomik baskilanmanin
C A A A Wy 0 ]
HOTAIR: Meme kanserinde fazla regiiledir, metastazi arttirir
[51]
B Trssipsivons! sp-aktivasyon ve baskilems lincRNA-p21: DNA hasart sonrasi p53’iin diizenlenmesi [52]

H19: Gastrik kanserlerde yiiksek reguledir, ektopik ifadesi

| Aktivasyon proliferasyonu arttirir [S3]
vaya
n ‘.'lllhmw" SRA: Streroid reseptorlerin es-aktivatorudir [54]
C  Drowin tesibisyen
o i TERRA: Telomerik heterokromatin dizilimini yonetirve
Telomera: YERRA " telomeraza direkt baglanarak inhibe eder, ¢ok sayida

) B kanser tiiriinde ifadesi biiyiik oranda azalmistir [S5].
E——— A B ></ 3

-transkripsiyonal Modifikasyon! o .
D Petlonirysrset Moy MALAT1: Serin/arginin kesim faktorlerini regiile ederek ve

N\ N . . - . . "
e e & FINA protein seviyelerini kontrol ederek, interkromatin grandl
A
: birikintilerinde alternatif kesimi kontrol eder. Hucre hareket
Spiceosome kabiliyetini ve proliferasyonu arttirir [56-58]

Sekil 2.1: Kanserle iliskilendirilmis bazi InCRNA molekdillerine ait sinyal

yolaklar:


https://en.wikipedia.org/wiki/Hox_gene

2.2.2 GAS5

Tez calismasinda konu edilen molekiillerden olan GASS5 (‘Growth arrest-
specific 5°) 5’ terminal oligo-pirimidin smifi gen ailesi tlyesidir. GASS5 ilk olarak
NIH3T3 hiicrelerinden substrat hibritleme yontemiyle izole edilmistir [59]. GAS5’i
kodlayan dizler, snoRNA’y1 kodlayan gen bolgesinde icinde yer alir. Yapilan
calismalar, GAS5’e ait okuma c¢ercevesinin kiiciik boyutlu olmasi ve molekiiliin
evrimsel siliregte iyi korunamamasina karsin, alternatif kirpilma ile farklt GASS
transkriptleri {irettigini gostermistir [60, 61]. Bu sebeple GAS5’in 6nemli biyolojik
faaliyetlerini ¢cok sayida snoRNA kodlayan intronlar1 aracilifiyla gergeklestirdigi
diistiniilmektedir [62].

Kodlanan RNA’nin ikincil yapisinin bir kismi glukokortikoid cevap elementini
(GRE) taklit eder ve bdylece glukokortikoid reseptoriiniin DNA’ya baglanan domainine
baglanabilir [63]. Bu o6zelligiyle GASS, glukokortikoid reseptoriiniin aktiflesmesini
engelleyerek glukortikoid reseptérunun hedef genlerininin duzenlenmesini bozar.
Ayrica GASS’in, GRE’yi taklit etmesiyle androjen, progesteron ve mineralokortikoid

reseptorlerinin de transkripsiyonel diizenlenmesini kontrol ettigi diisiiniilmektedir [64].

Hiicre biiyiimesinin durdurulmasi (‘growth arrest’) ve apoptoz gibi onemli
hiicresel olaylar GASS5 ile iliskilendirilmistir [6, 9]. GAS5 molekiiliine ait bazi
transkriptlerin biliylimeyi durdurdugu ve meme kanseri hiicre soylarinda apoptozu
uyardigr gozlenmistir. Ayrica, meme kanseri hiicre soylarinda ifadesinin degistigi
raporlanmistir [5] . Molekiilin bir ¢ok timdr dokusunda ifadesinin azaldigi da
bilinmektedir [8, 10]. Biitiin bu 6zelliklerinden dolay1i, GAS5’in potansiyel bir timor

baskilayict gen oldugu diistiniilmektedir.
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2.2.3 lincrna-p21

Tez ¢alismasinin diger 6nemli bir pargasi lincrna-p21 molekultdur. lincrna-p21°i
kodlayan bolge, hlcre donglsiinin 6nemli bir diizenleyicisi olan p21/CDKN1A’nin
yaklasik 15 kb Oniinde konumlanir ve 3 kb uzunlugundadir. Bu nisbi olarak uzun
bolgede farkli motifler yer alir. Bu motifler, hedef transkriptlerin ekspresyonunu ve
diizenlenmesini  kontrol eden miRNA’lar ve mRNA hedeflerine ek olarak RNA-

baglayan proteinlerle etkilesime girer [13].

[ JunB ve B-Katenin ] p53 \ mer_]

—

ING1b

MTX — lincRNA-p21 8 —us p21

was | | L

o

_l_ inhibisyon

LincRNA-p21 regiilasyonu
1 Stimilasyon

Sekil 2.2: lincrna-p21’in diizenlenmesinde gorev aldigi sinyal yolaklar

lincrna-p21, p21 protein seviyesini dizenlemede kilit rol oynar. lincrna-p21’in,
p53 proteininin p21 promotdr bolgesine yeterli derecede baglanmasi i¢in pivot gorevi
goren hnRNP-K’y1 p21 promotdr bolgesine c¢ekerek, p21’in ifadesini arttirdig
bildirilmistir [65]. lincrna-p21’in, hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6limi ve DNA hasaria
cevap yolaklarinda yeni bir diizenleyici olarak goriilmekte normal gelisim sirasinda ve
hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynadig: diisiiniilmektedir [66-68]. lincrna-p21’in

hiicre ¢ogalmasini ve apoptoz gibi bir ¢ok sinyal yolaginda gorev alan molekiille
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etkilesime girmesi, kanser ve bir ¢ok hastalikla ilgili yapilan ¢aligmalarda ilgi odag:
olmasina neden olmustur. lincrna-p21 molekuliinin pek c¢ok kanserde ifadesinin

degistigi saptanmis ve tiimorojeniteyi etkiledigi gosterilmistir [13, 69, 70]. Sekil 2.2°de
lincrna-p21’in iligkili oldugu yolak ve molekiiller gosterilmektedir [13].

2.3. Eksozomlar

Eksozomlar kuguk, ¢ift katmanl: lipid zar olan endositik kdkenli vezikiillerdir,
50-100 nm yar1 capina sahiptirler ve elektron mikroskobunda dairesel morfoloji
gosterirler. Baz1 proteinleri (6r. CD63) yliksek miktarlarda tasirlar ve hiicreler arasi

molekiil tasinmasinda gorev alirlar [72].

Eksozomlar; mikrovezikiiller, eksozomlar ve zar partikiilleri gibi diger
ekstraselliiler vezikiillerin aksine, plazma zarindan dokiilerek veya tomurcuklanma ile
olusup hiicre disina salimmazlar [73]. Bunun vyerine, eksozomlar, multivezikiler
endozomlardan (MVE’ler) iiretilir. Eksozom yapisi sitoplazmadaki protein, RNA’lar ve
genomik DNA igeriginin paketlenerek MVE i¢ine alinmasi, MVE zarinin ige ¢okmesi
ve MVE igerisinde kiigiik, zarli vezikiillerin olugsmasiyla meydana gelir [73, 74]. Bunun
devaminda, MVE’ler plazma zari ile birlesir ve zara bagl igeriklerini (eksozomlart)
hiicre disina salarlar. Biitlin MVE’ler eksozom salgilamaz ve lizozomlarla birleserek

degrade olabilirler [75].

Eksozomlarin zarinda, endozom ile iliskili transport ve flizyon proteinleri
(flotilllin, anneksinler, GTPaz’lar), baz1 lipidler (spingomiyelin, kolestorel, seramid) ve
eger antijen sunan hiicrelerden salgilandiysa MHC-II  bulunur. Eksozomlar,
membranlarin yiizeylerinde bu molekiillere ek olarak endozoma 06zgili tetraspaninler
(CD9, CD63, CD81, CD82) ve MVE senteziyle iliskili proteinler (Alix, TGS 101)
tasirlar [76-78]. Eksozomlarin sahip olduklar1 karakteristik zar belirteglerinin yani sira,
molekiiler igerikleri bulunduklar1 fizyolojik kosullara ve salgilandiklar1 hiicreye gore
farklilik gosterir [15] Eksozomlarin biyogenez mekanizmasi sonucunda ortaya ¢ikan

vezikiil; MVE zarinin ve eksozomun salgilandig1 hiicrenin zarmin igerigini yansitir [74,

79].
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Eksozomlarin igerigi genomik DNA, mRNA, miRNA, IncRNA ve ¢esitli
proteinlerden olusmaktadir [80]. Bu molekullerin eksozom icine hangi mekanizma ile
paketlendigi tam olarak aydinlatilamamustir. Cesitli sinyal yolaklarinin ve proteinlerin
bu mekanizmada goérev aldiklar1 gosterilmistir. miRNA’larin  paketlenmesi ve
eksozomlara alinmasinin segici olarak gerceklestigi gosterilmistir [72, 74, 75]. Diger

molekiiller igin de segici bir yiiklemenin olup olmadigi heniiz bilinmemektedir [75].

Eksozom paketlenmesine ek olarak, eksozom biyogenezinin her bir adimi (hiicre
zarina ulagmasi, yanagmasi, birlesmesi ve salgilanmasi) yliksek seviyede organizasyon
ve diizenlenme igerdiginden, bu basamaklarin kanser hiicrelerinde degisime ugramasi
olast goriilmektedir. Bu 0Ongorii ile uyumlu olarak, kanser hiicrelerinden, fizyolojik
olarak ¢ogalan normal hiicrelere gore daha fazla eksozom salindigi gosterilmistir [81].
Bu bulguya agiklama olarak, kanser hiicrelerinde yiiksek c¢ogalma aktivitesi ve
kemoterapik ajanlarin neden oldugu DNA hasarindan kaynakli stres kosullari
gosterilmektedir. Bir ¢cok kanser tiiriinde, p53 aktivitesinin bozulmasi sonucu ‘Tumor
Suppressor-activated Pathway 6’nin (TSAP6) ifadesinin yiikseldigi ve bunun sonucunda

eksozom tiretiminin arttigi saptanmistir [82, 83].

Primer tumor Kitlesi icindeki timor hicreleri ve stromal hicrelerin, timor
blyumesi, invazyon ve progresyonda eksozomlar araciligi ile iletisim halinde olduklar
diistiniilmektedir [81, 84]. Eksozomlarin gesitli sitotoksik ajanlar ve radyasyon gibi
DNA hasarinda ve apoptozu uyaran etmenler sonucu tasidiklar1 IncRNA miktarlarinda
degisim oldugu gosterilmistir [79]. Sonug olarak, eksozomlar hem tasidiklari
molekiiller hem de yapilar1 ve fonksiyonlar1 bakimindan salgilandiklar1 hiicreler ve

timor mikrogevreleri hakkinda bilgi verebilmektedirler.

2.4. Sitotoksik Ajanlar ve Etki Mekanizmalari

Kanserin sitotoksik tedavisinde kullanilan ¢ok sayida antineoplastik ajan
bulunmaktadir. Bu ajanlar etki mekanizmalarina gore, alkilleyici ajanlar,
antimetabolitler,  antimikrotibdller, antitimor antibiyotikler ve Topoziomeraz I
inhibitdrleri olarak siniflandirilir. Sitotoksik ajanlarin bir kismi, etki gosterebilmek icin

hiicre dongiisiine bagimli iken (6r. antimetabolitler, antimikrotiibiiller, Topoziomeraz II
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inhibitorleri) bir kismi da bundan bagimsizdir (alkilleyici ajanlar), antitimor
antibiyotikler ise tum fazlarda etkilidir [85]. Kanser tipi, hastaligin evresi, hastanin
durumu gibi pek ¢ok etmen tedavide hangi ajanin kullanilacagini belirleyen konulardir
[86]. Tez calismasinda, meme kanseri hiicrelerinde sitotoksisite ve apoptotik hiicre
olimii olusturmak amaciyla antimikrotiibiil (taksol) ve antitimor antibiyotik

(bleomisin) ajanlar1 kullanilmistir.

2.4.1 Taksol

Taksol, 1962°de Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan desteklenen bir
calismanin sonucu olarak pasifik porsuk agacinin kabugundan elde edilmistir. 1992
yilinda ise meme kanseri tedavisinde kullanilmasi i¢in Amerikan Gida ve ilag Ajansi
(FDA) tarafindan onaylanmistir. Taksol, tiibiilinleri hedef alan birkac ilactan biridir;
tibililin dimerlerinin polimerizasyonunu arttirir ve depolimerizasyonu engelleyerek
mikrotubullerin dagilmasini engeller [87]. Boylece kromozomlar metafaz fazinda
diizgiin dagilamazlar. Bunun sonucu olarak mitozun ilerlemesi engellenir ve hiicre
dongiisiiniin mitotik kontrol noktasi tarafindan apoptoza yonlendirilir. Taksol, meme,
yumurtalik, akciger ve pankreas kanseri gibi cok sayida kanserin tedavisinde

kullanilmaktadir.

2.4.2 Bleomisin

Umezawa ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilen ve antineoplastik antibiyotik
Ozelligi olan bleomisin, Streptomyces verticillus’den elde edilir. Bleomisin,
glikopeptidten Uretilen antibiyotik ailesidir. Bleomisinin, etkisini, DNA’da kiriklar
olusturarak gosterdigi diistiniilmektedir. DNA zincir kesimlerini, Oz, metal iyonlar1 ve
Fe** iyonlar1 varliginda en aktif sekilde gergeklestirdigi gosterilmigtir [88, 89]. Metal
iyonlarini selatlayarak siiperoksit ve serbest hidroksi radikalleri ile etkilesime giren
psodoenzim {iiretilmesi saglar. Bu etkilesim sonucu DNA kiriklart olusur ve apoptoz
uyarilir. Bagka bir modele gore ise, bleomisin DNA’daki belli bashh bdlgelerdeki
bazlardan hidrojen atomlarimi ayirir. Boylece diger hiicresel molekiillerin lipid
oksidasyonu ve oksidasyonunu saglayan kompleksler olusur ve apoptoz uyarilir [90].
Bleomisin Hodgkin lenfoma, non-Hodgkin lenfoma, testis kanseri, yumurtalik kanseri,

meme kanseri ve serviks kanseri gibi ¢ok sayida kanserin tedavisinde kullanilir [91].
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Tez calismasinda, hormon pozitif invasiv meme kanserini temsil eden MCF-7
hlcreleri ile hormon ve Her2 negatif (tcli-negatif) meme kanserini temsil eden MDA-
MB-231 hiicrelerinde, iki farkli mekanizma (taksol ve bleomisin) ile olusturulmus olan
sitotoksisite ve apoptotik hicre 6limunde lincrna-p21 ve GAS5 molekillerinin hiicresel

ifade diizeyleri ve eksozomlarda birikme kinetikleri incelenmistir.



15

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Hlcre Soylan

Calisma, in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler
Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii  Temel Onkoloji Anabilim Dali’nda
gergeklestirildi. Tez calismasinda model hiicre sistemleri olarak iki meme kanseri hiicre
soyu kullanildi. Alman Biyolojik Materyaller Merkezi’nden (DSMZ# ACC115) temin
edilen MCF-7 hiicre soyu, luminal bir meme kanser hiicre soyudur. Ostrojen ve
progesteron reseptorii ifade eden bu hiicrelerde, Her2/Neu reseptdr asir1 ekspresyonu
yoktur (bazal tip). Kemoterapiye duyarli olan bu hiicreler kiiltiirde kubbe seklinde
yapilar olusturarak epiteliyal karakteristik gosterirler.

Kocaeli Universitesi'nden temin edilen MDA-MB-231 hiicre soyu ise MCF-7
hiicre soyunun aksine 6strojen reseptorii, progesteron reseptori ve Her2/Neu ifade
etmediginden ti¢lii negatif olarak adlandirilir. Bu hiicreler oldukca agresif ve genelde
kemoterapiye direnglidir. Sekil olarak mezensimal hiicrelere benzer ve ayrica, TP53,
BRAF, CDN2A, KRAS ve NF2 gibi genlerde mutasyon tasirlar.

Tez c¢alismasinda, klinik olarak birbirinden farkli 6zelliklere sahip bu iki meme
kanseri hiicre soyunda, sitotoksik ajanlarin lincrna-p21 ve GAS5 hiicresel ve eksozomal

ifadelerine etkisinin arastirilmasinda planlanmastir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

DMEM Besiyeri [BIOCHROM]
Fetal Sigir Serumu [BIOCHROM]
Penisilin/Streptomisin [BIOCHROM]
Tripsin/EDTA [BIOCHROM]
Bleomisin [APPLICHEM]
6X Yiikleme Boyasi [FERMENTAS]
Taksol [APPLICHEM]
100-b¢ Marker [FERMENTAS]
0,5X TEB [Laboratuar Stok]
PBS [Laboratuar Stok]
RNA izolasyon Kiti [LIFE SCIENCES]
First Strand cDNA Sentez Kiti [ROCHE]

Lightcycler DNA Master SYBR Green | [ROCHE]

Lightcycler 480 Multiwell Plak [ROCHE]



Primer

Cell Death Detection Elisa Kit

Eksozom izolasyon Kiti

Hiicre Kazima Cubugu

Petri Kab1 (60x15 mm)

Kiiltiir Kaplar1 (25, 75 cm?)

Total Eksozom RNA ve Protein izolasyon Kiti

3.1.3 Kullanilan Cihazlar
Sinif II Laminar Akim Hiicre Kiiltiir Kabini
CO Inkiibator

Ters Mikroskop
Santriftjler

-20 Derin Dondurucu

-80 Derin Dondurucu
LightCycler 480

Jel Elektroforezi

Jel Goruntileme
Mikrodalga Firin

Hassas Terazi

Thoma Lami

ELISA Okuyucu
1CELLigence cihazi

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi
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[IDT]

[ROCHE]

[LIFE SCIENCES]
[COSTAR]
[GREINER BIO-ONE]
[TPP]

[THERMOQ]

[TEZSAN]
[HERAEUS]
[SEDIVAL]
[HETTICH, JOUAN]
[ARISTON]
[NUAIRE]

[ROCHE]
[HORIZON]
[VILBER LOURMAT]
[ARCELIK]

[CHYO]
[HAUSSER]
[RAYTO]

[ACEA Biosciences]

Azot tankinda cikarilan hiicrelerin oda sicakliginda c¢oziilmeleri saglandi.

Hicreler, %10 Fetal Bovin Serum (FBS) ve %1 streptomisin/penisilin (P/S) DMEM

besiyeri igeren 14 ml’lik tiiplere damlalar halinde yavascga aktarildilar. Hucre pelleti

eldesi igin 1500 rpm’de 5 dak. santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak, hiicre pelletleri 3 ml

besiyeri iginde ¢oziilerek pipetaj yapildi ve hiicreler iki ayr1 75 cm?’lik kiiltiir siselerine
alindilar. iki kiiltiir sisesine 10 ml DMEM besiyeri eklenerek 37° C’de %5°lik CO2’li

etiivde biiylimeye birakildilar.
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3.2.2. Hucrelerin Kultirde Buyattlmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hicreleri icin literatiirde bildirilen ideal besiyeri,
%10 FBS iceren DMEM besiyeridir (114). DMEM, vitaminler, amino asitler, tuzlar,
glukoz ve pH indikatoriinden olusan bazal medyumdur. 1955 yilinda Harry Eagle
tarafindan bulunan “Eagle’in Basal Medyumu (BME)” nin degistirilmis halidir.
DMEM, 4 kat daha yogun vitamin ve amino asit igermektedir. Hiicreler, fetal sigir
serumu ve antibiyotlik (%1) iceren DMEM ile 37 °C 1s1 ve %5’lik CO2’li ortamda
biiyiimeleri saglandi.

Hiicreler kiiltiir sisesinin %75-85’ini kapladiginda pasajlama islemi uygulandi.
Bunun icin, her bir kiiltiir sisesi icerisinde 6lii hiicreleri igeren atik besiyeri ortamdan
uzaklastirildi. Kiltiir siselerine 3 ml Tripsin/EDTA (T/E) eklenerek, 5-10 dak. CO2’li
etiivde birakildi. Boylece, hiicrelerin tutundugu yiizeyden ayrilmasi saglandi ve kiltir
sigselerine esit hacimde besiyeri eklenerek T/E noétralize edildi. Hiicreler 14 ml’lik
tiplere alindi ve 3000 rpm’de 5 dak. santrifiij edilerek pelletler elde edildi. Hiicre
miktarma goére uygun hacim besiyeri igerisinde pelletler ¢6ziildii. Hiicre sayiminin
ardindan hiicre ¢o6zeltisinin yaklasik olarak 1/5°1 yeni kiiltiir siselerine aktarildi ve ayni

sartlarda biiyiimeye birakildi.

3.2.3. Hiicre Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini hesaplamak i¢in,
lizerinde iiglii cizgilerle ayrilmis 16 biiyiik kareden olusan yivler bulunan 1mm?’lik alan
ve 0,1 mm derinlige sahip Thoma lamlar1 kullanildi. Stispansiyonun mililitresindeki
toplam hiicre sayis1 asagidaki formiile gore hesaplandi.

Toplam Hiicre Sayisi/ml = Sayim sonucu x 10* x Medyum miktar1 (ml)

3.2.4. Hucrelerin Sitotoksik Ajanlarla Muamele Edilmesi
Tez calismasinda etki mekanizmalar farkli olan 2 sitotoksik ajan (taksol ve

bleomisin) kullanildi. Hiicreler sitotoksik ajanlarla muamele amaciyla 60 mm petri
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kaplarina ekildi. 24 saat sonra taksol (2 nM ve 10 nM) ve bleomisin (2 pg/ml ve 10
png/ml) eklenmesini takiben, hiicreler 24 saat boyunca adi gecen ajanlarla muamele
edildiler.
3.2.5. Taksol ve Bleomisin-iliskili Sitotoksisitenin Olciimii

Taksol ve bleomisinin hiicreler tzerindeki sitotoksik etkileri gercek-zamanli
(real-time) bir hiicresel analiz ile belirlenmistir. Analiz iCELLigence cihazi ile
gerceklestirilmistir.  Bu  sistemde, hiicrelerin  bulundugu plaka yuvalarindaki
mikroelektrodlar, elektriksel empedanst Ol¢mektedir. Hiicre sayisindaki degisimler
elektriksel empedanst etkileyerek, hiicre ¢ogalmasinin gercek-zamanli olarak
degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir. Bu sayede, farkli ajanlarin hiicre ¢ogalmasi
uzerine etkileri nicel olarak belirlenebilmektedir. Muamele edilen hicrelerdeki hucre
sayist kontrol hiicreleri ile karsilagtirilarak Hiicre Endeksi (HI) hesaplanmaktadir. Bu
deger, deney grubunda kontrol grubuna gore yiizdesel (%) degisimleri ifade etmektedir.

Analiz igin yaklasik 25.000 hiicre ekildi. Taksol ve bleomisin eklenmesini
takiben, hiicreler 24 saat boyunca adi1 gegen ajanlarla muamele edildiler. Siire sonunda

HI hesaplanarak adi gecen ajanlarin sitotoksik etkileri belirlendi.

3.2.6. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Degerlendirilmesi

Sitotoksik ajanlarla muamele edilen hiicrelerdeki apoptotik hiicre oranlari, ticari
olarak temin edilen ‘ELISA Cell Death Detection Kit’ yardimi ile dl¢iilmiistiir. Bu
sistemde analiz, apoptotik hiicre 6liim siiresince, genomik DNA’nin niikleozomlar
araciligr ile kesilmesi sonucu ortaya c¢ikan ve sitoplazmaya saliman mono-ve
oligoniikleozomlarin sayisal olarak Olglilmesi esasina dayanmaktadir. Hiicre 6liimii
stirecinde heniiz hiicre zar1 pargalanmadan, DNA fragmanlarinin sitoplazmada
saptanmast miimkiin oldugundan, bu test, hiicre kiiltiiriinde intakt hiicrelerde (yilizeyden
ayrilmamis) uygulanabilmektedir.

Kit, anti histon ve anti-DNA antikorlar1 icermektedir. Ol¢iimiin temel prensibi
antijen-antikor iliskisine dayanir. Anti-histon antikorlart H1, H2A, H2B, H3, ve
H4 histonlar1 ile tepkimeye girerken, Anti-DNA antikorlar1 tek ve ¢ift iplikli DNA
molekiillerine baglanir. Elde edilen pozitif sinyal, hem DNA hem de histonlarin birlikte
bulundugunu gosterir ve sinyal kuvveti niikleozom ve dolayisyla apoptoz miktar: ile

dogrudan orantilidir.
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Olciim icin hasat edilen hiicrelerden elde edilen lizatlar kullanild: ve dlgiim kit
protokoliine gére yapildi. Bu amagla, -80 “C’ye kaldirilan hiicreler alinip iizerlerine 500
ul inkiibasyon tamponu eklenerek homojenize edildi ve 30 dak. oda sicakliginda
muamele edildi. Yiiksek hizda (20.000 g) 10 dak. santrifiij yapild1 ve santrifiij sonunda
olusan yaklasik 400 pl {ist sivi faz yeni tiipe aktarildi. ELIZA mikroplaginin her
kuyucuguna 100 pl kaplama soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Siire sonunda soliisyon ortamdan uzaklastirildi ve kuyucuklara 200 pl inkUbasyon
tamponu eklenerek 30 dak. oda sicakliginda muamele edildi. Inkiibasyon tamponu
uzaklastirildt ve kuyucuklar yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi. Hicrelerden elde
edilen sitoplazmik lizatlardan 25’er pl, 200 pl inkiibasyon tamponu ile karistirildi. Bu
karisimdan 100’er pl kuyucuklara eklendi ve 90 dak. oda sicakliginda inkiibe edildi.
Siire sonunda 3 defa yikama yapildiktan sonra 100’er pl enzim soliisyonu eklendi. 90
dak. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra tekrar 3 defa yikama yapildi. Daha sonra
100 pl stibstrat soliisyon eklenerek karistirici tizerinde 250 rpm hizda renk degisimi
gorilinceye kadar muamele edildi (10-15 dak.). Renk degisimleri gozlendikten sonra
absorbans degerleri ELIZA okuyucusunda 405 nm’de okutuldu ve degerler goreceli
apoptoz miktar olarak kabul edildi.

3.2.7. Kiiltiir Besiyerinden Eksozom Izolasyonu

Eksozom izolasyonu icin ticari olarak temin edilen eksozom izolasyon Kiti
kullanildi. Sitotoksik ajan muamelesinin ardindan toplanip -20° C’de saklanan sivi
besiyerleri oda sicakliginda ¢oziildii. Hiicre ve diger atiklar1 uzaklastirmak amac ile,
besiyeri 2000 g’de 30 dak. santrifiijlendi. Olusan s1v1 faz yeni deney tiipiine aktarildi. 1
ml besiyeri i¢in 500 pl Total Eksozom Izolasyon Ajani eklenerek pipetaj yapildi. +4
°C’de bir gece inkiibasyon islemi gergeklestirildi. Inkiibasyonun ardindan érnekler 1
saat siire ile 10,000 g’de (+4° C) santrifujlendi. Eksozomlar pellet halinde tlipiin dibinde
¢oktiiriildii ve sivi faz ortamdan uzaklastirildi. Pellet, 100 pl PBS iginde ¢ozuldu ve
RNA izolasyonu igin -20 ° C’de muhafaza edildi.
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3.2.8. Hiicrelerden ve Eksozomlardan Total RNA izolasyonu

INcRNA ekspresyon analizi igin, hicre ve eksozomlardan total RNA
izolasyonu yapildi. Hiicrelerden total RNA izolasyonu igin ticari olarak temin edilen
Trizol RNA soliisyonu, eksozomlardan total RNA izolasyonu i¢in ise ‘Total Exosome
RNA and Protein Isolation Kit” kullanildi.

-80 °C ‘de muhafaza edilen hiicreler oda sicakliginda ¢6ziildi. Hiicre
pelletlerinin Gzerine 1 ml Trizol solisyonu eklendi ve pipetaj yapildi. Oda sicakligindan
5 dak. bekletildi. Hiicre silispansiyonunun iizerine RNA’nin ¢6ziindiigi bir faz
olusturmak i¢in 200 pl kloroform eklendi. Oda sicakliginda 2-3 dak. inklbe edilmesinin
ardindan +4° C’de 12,000 g’de 15 dak. santrifijjlendi. Santrifiij asamasinin ardindan
deney tiipliniin i¢inde {i¢ faz olustu: alttan iistte dogru sirasiyla organik faz, interfaz, ve
inorganik RNA fazi. RNA fazindan, DNA’nin bulundugu interfaza dokunulmadan 500
ul almip yeni tiipe aktarildi. Uzerine RNA’nin ¢dziinmedigi bir siispansiyon olusturmak
icin 500 pl izopropanol eklendi ve oda sicakhiginda 10 dak. beklendi. inkiibasyonun
ardindan 10 dak. siire ile +4° C sicaklikta 12,000 g’de santrifiijlendi. Sivi fazin
uzaklastirilmasimi takiben, olusan RNA pelleti %75°lik soguk etanol ile (1 ml)
yikanarak tekrar +4 °C’de 7500 g’de santrifijlendi. Sivi faz tekrar uzaklastirildi ve
pellet kurumaya birakildi. Oda sicakliginda kurutulmasinin ardindan, RNA pelleti RNaz
icermeyen suda (30 pl) ¢6zildu ve -80 °C’de muhafaza edildi.

Eksozomlardan RNA izolasyonu icin, hicre kilturi besiyerinden izole edilen
eksozomlar -20 °C’den ¢ikarildi ve kullanilan kitin protokoliin gore islem
gerceklestirildi. RNA izolasyonu kisaca su sekilde gercgeklestirildi; eksozom pelletleri
uzerine PBS eklendi ve pipetaj yapilarak ¢oziilmeleri saglandi. 10 dak. oda sicakliginda
inkiibe edildi. RNA izolasyonda ilk adim olarak en son hacim 200 pl olacak sekilde
PBS eklendi. Hazirlanmis olan 2X denatiire edici soliisyon 37 °C’ye 1sitilarak esit
hacimde (200 pl) eksozom suspansiyonuna eklendi ve 5 dakika buz tizerinde muamele
edildi. Asit-fenol:kloroform karisimindan esit hacimde (400 pl) tipe eklendi ve
vortekslenerek karigtirildi. Oda sicakliginda yiiksek hizda (10,000 g) sivi faz ve organik
faz olusturmak i¢in 5 dak santriflij yapildi. Stv1 faz dikkatli bir sekilde tiipten alinarak
yeni tiipe aktarildi.
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RNA izolasyonunun ikinci agamasi RNA’nin saflastirilmasidir. Tiipe siv1 fazin
1.25 kat1 kadar %100’lik ethaol eklenip karistirildi. Her bir 6rnek i¢in kolon filtreli
tipler toplama tiiplerine yerlestirildi. Lizat ve ethaol karisimi filtreli tiipe aktarilip
10,000 g’de sivinin filtreden gegmesi i¢in yaklasik 15 sn. santrifiijlendi. Filtreden gecen

stv1 uzaklastirildi ve filtreye yikama islemleri uygulandi.

Filtre Gzerine 700 pl miRNA yikama soliisyonu 1 eklendi. miRNA’larin
uzaklastirilmasi igin yaklasik olarak 15 sn 10,000 g’de santrifiij yapildi ve sivinin
filtreden gegmesi saglandu. Iki kez yikama isleminden sonra eliisyon asamasina gegildi.
Bu amacla, kolon filtreler yeni toplama tliptine aktarildi. Daha 6nce 95 °C’ye 1sitilan
elisyon solusyonu (50 pl) filtrenin iizerine dikkatlice pipetlendi ve RNA’nin filtreden
tiipe gecmesi amaciyla 30 sn santrifiijlendi. Islem tekrarlandi ve elde edilen RNA,

konsentrasyon élcimiinden sonra, cDNA sentezine kadar -20° C’de muhafaza edildi.

3.2.9. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Kodlamayan RNA’larin ifade analizi i¢in yukarida anlatilan protokoller
uygulanmasinin ardindan elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirildi.
Bunun icari ticari olarak temin edilen kit kullanildi. cDNA sentezi igin, 0,5 ml’lik PCR
tiplerine 5 pl total RNA, 2 pl random hekzamer primeri ve 6 pl dH20 eklendi. Daha
sonra, Tablo 3.1 ‘de gosterilen reaksiyon bilesenleri sirasiyla karigtirilarak(toplam
hacim 20 ul). termal dongii cihazina yerlestirildi. cDNA sentezinin reaksiyon kosullari
Tablo 3.2°de gosterilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri nicel PCR yapilana kadar -20°
C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.1 cDNA Reaksiyon Bilesenleri

1
Reaksiyon Bilesenleri Ornek
5X RT Reaksiyon Tamponu 4l
Koruyucu Rnaz Inhibitor 0.5 ul
10 mM DeoksinUkleotid
Karigimi 2 ul

Transkriptor Reverse
Transkriptaz 0.5 ul




Tablo 3.2 cDNA Reaksiyon Kosullari

Stcaklik(°C) Sure

25 5 dk
42 60 dk
70 5 dk

3.2.10. Nicel Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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Sitotoksik ajanlara maruz kalmig MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerindeki uzun

kodlamayan RNA molekiillerinin ifade diizeyleri nicel ger¢cek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (GZ PZR) ile analiz edildi. Analiz, laboratuvarimizda bulunan LightCycler

480 GZ-PZR cihazi ile gerceklestirildi. ifade diizeyleri yari-nicel (‘semi quantitative’)
olarak belirlendi. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), IncRNA’larin ifade

miktarlarinin normalizasyonu ig¢in referans gen olarak kullanildi. SYBR Green boyasi,

nicel GZ-PZR’da floresans molekiil olarak kullanildi.

Tablo 3.3 GZ-PZR Reaksiyon Bilesenleri

1
Reaksiyon Bilesenleri Ornek
10X lightCycler 480 DNA Master SYBR
Green | 2 ul
Primer-F (300 uM) 0.2 ul
Primer-R (300 uM) 0.2 ul
MgCl, (3mM) 1.6 ul
cDNA 3ul
dH20 13 pl
Toplam 20 pl
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Tablo 3.4 IncRNA molekulleri ve Referans Gene Ait Primer Dizileri

Ileri yonlii primer F (5' -

Gen Adi 3" Ters yonlu primer R (5" - 3")

lincrna- GGGTGGCTCACTCTT

p21 CTGGC TGGCCTTGCCCGGGCTTGTC
CTTCTGGGCTCAAGT

GASbH GATCCT TTGTGCCATGAGACTCCATCAG
GCTCTCTGCTCCTCCT

GAPDH GTTC ACGACCAAATCCGTTGACTC

Tablo 3.3’de 6rnek basina gereken GZ-PZR bilesenleri gosterilmektedir. Tablo
3.4°de tez ¢alismasinda ifade diizeyleri incelenen uzun kodlamayan RNA molekiilleri ve
referans gen i¢in kullanilan primer niikleotid dizileri gosterilmektedir. GZ-PZR
kosullari, SYBR Green kitinin protokoliine gore belirlenmistir. GZ-PZR protokolu 45
dongiiden olusur. 95 °C ‘de 10 dak’lik 6n inkiibasyon asamasinin ardindan her bir
dongu 95 °C’de 10 sn’lik, 60 °C’de 20 sn’lik ve 72°C’de 30 sn’lik olmak iizere sirasiyla

denatiirasyon, baglanma ve sentez asamalarini igerir.

GZ-PZR amplifikasyon adimmin ardindan, “Erime Egrisi Analizi” (melting
curve analysis) gergeklestirilmistir. Bunun amaci olusan GZ-PZR Urnlerinin istenilen
gercek triinler olup olmadiginin teyit edilmesidir ve 6zgiil olmayan iriinler primer
dimerleri gibi ikincil yapilarin ¢ikarilmasidir. Bu da, GZ-PZR drunlerinin erime
sicakliklar1 (Tm) analiziyle yapilmaktadir. Bu amagla, 6rnekler, 55 °C’den 95 °C’ye
kadar saniyede 0.2 °C’de artan bir 1s1 yiikselmesine tabi tutulurlar. Bu siiregte ortaya
¢ikan GZ-PZR iiriinlerinin bilesenlerine gore yaklasik 79-85°C araliginda erime egrileri

meydana gelmektedir.
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Calismada incelenen IncRNA’larin hiicresel ve eksozomal ifade diizeyleri
goreceli olarak (yari-nicel), 224" metoduna gore yapildi. GZ-PZR reaksiyonunda,
floresan duzeyinin cihaz tarafindan Olgiilebilen esik degeri astigi dongii (cycle
threshold) olarak isimlendirilir. Elde edilen Ct degerine gore 2"22“‘metodu kullanilarak

gen ifade diizeyleri saptandi. Bu amagla kullanilan formiil su sekildedir:

AACt = (Cthedef— Ctreferans )drnek - (Cthedef— Ctreferans )kontrol

Z-AACt = 2-[(Cthedef — Ctreferans )drnek — (Cthedef — Ctreferans )kontrol]

3.2.11 istatiksel Analizler

GAS5 ve lincrna-p21 ifade diizeyleri ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi alinarak
hesaplandi. Taksol ve bleomisin ile muamele edilen hiicrelerdeki parametre duzeyleri
(apoptoz, hiicresel ifade diizeyi, eksozomal ifade diizeyi) ile muamele edilmemis
kontrol grubunu olusturan hiicrelerdeki parametre diizeyleri ‘bagimsiz t-testi’ ile

karsilastirildi. p<0.05 degerleri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hucrelerin Taksol ve Bleomisin ile Muamelesi

Yiiksek lisans tez ¢aligmasinda sitotoksik ajanlar uygulanan kanser hiicrelerinde,
kodlamayan RNA’larin (IncRNA) hiicresel ve eksozomal bazda ifade diizeylerinin
incelenmesi amaglandi. Taksol ve bleomisin iki farkli mekanizmaya sahip, cesitli
kanserlerin tedavisinde kullanilan ilaglardir. Yapilan 6n deneyler sonucunda; bleomisin
icin 2 ve 10 pg/ml, taksol i¢in ise 2 nM ve 10 nM dozlar1 belirlenmistir. Bu dozlarin ¢ok
yiksek oranda sitotoksik olmayan ancak hiicresel gen ifade degisikliklerine yol
acabilecek dozlar olacagi 6ngorillmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri belirtilen

dozlarla 24 saat muamele edildi.

4.2. Anti-kanser Ajanlarin Yol Actig1 Hiicresel Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi
Taksol ve bleomisin ile muamele edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde,
bu ajanlarin hiicre biiylimesine olan etkileri gercek-zamanli hiicresel analiz ile
‘iCElligence’ cihaz1 yardimiyla degerlendirildi. Ilac uygulanmayan hiicreler kontrol
grubu olarak kullanilmistir. Ajanlarin hiicre ¢ogalmasina olan etkisi ‘hiicre endeksi’
olarak ifade edilmistir. Burada, kontrol hiicrelerindeki hiicre ¢ogalma endeksi 1’ kabul
edilerek sitotoksik ajanlarla muamele edilen hiicrelerdeki ¢ogalma oranlari ise kontrol
hiicrelerine gore oransal olarak ifade edilmektedir. Calismada birbirinden bagimsiz 3
deney gerceklestirilmistir ve bunlarin ortalamalar1 alinarak istatistiksel karsilastirmada

kullanilmistir.

Taksol ve bleomisin ile 24 saat muamele edilen MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde yapilan gercek-zamanli hiicresel analizlere ornekler Sekil 4.1 ve Sekil
4.2°de gosterilmektedir. Sekilde goriildiigii izere, MCF-7 hicrelerinde bleomisine gore
daha yiiksek oranda taksol etkisi gdzlenmistir. Taksol, bu hiicrelerde hiicre ¢ogalma
oranlarini yaklasik %25-30 oraninda azaltirken, doz bagimli olarak oldukca siirlt bir
bleomisin etkisi gozlendi. MDA-MB-231 hicrelerinde de benzer bir tablo goze
carpmaktadir. Taksol hiicre biiylimesini doz bagimli olarak %20-25 azaltirken, smirl

bir bleomisin etkisi gézlendi.
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Sekil 4.1: Sitotoksik ajan uygulanmms MCF-7 hiicrelerinin hicre indeksi.
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Sekil 4.2: Sitotoksik ajan uygulanmms MDA-MB-231 hicrelerinin hiicre indeksi

Yapilan 3 deneyin ortalamasina gore hesaplanan ve ‘% degisim’ olarak ifade
edilen degerler Tablo 4.1°te gdsterilmektedir. Buna gore, taksolun her iki hiicre soyunda
uygulanan dozlarla dogru orantili bir sekilde hiicresel sitotoksiteyr arttirdigi
gozlenirken, bleomisin etkinligi kullanilan dozlarda her iki hiicre soyunda daha

diistiktiir.
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Tablo 4.1 Sitotoksik ajan uygulanan hicrelerin goreceli hiicre indeksi ve apoptoz

Ortalama hucre indeksi (% kontrol) ~ Apoptoz diizeyi (kontroliin kat degeri)

Hicresoyu Tak2  Tak1l0 Bleo2  Bleol0 Tak2 Tak1l0 Bleo2 BleolO

MCF-7 69 67 91 87 3 3.7 2.8 35
MDgi\/'B- 80 75 08 97 1.8 2.1 1.5 1.9

4.3. Taksol ve Blomisinin Yol Actizi Apoptotik Hiicre Oliimiiniin
Degerlendirilmesi

Bir sonraki asamada taksol ve bleomisin ile muamele edilen meme kanseri
hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii arastirildi. Apoptoz diizeyi ELIZA-bazli yaklagimla
ol¢iildii. Detaylar1 Gere¢ ve YoOntemler boliimiinde anlatildigi iizere, bu yaklagimda
apoptotik Oliim silirecinde bulunan hiicrelerde, DNA’nin endoniikleazlar tarafindan
kesilmesi sonrasi ortaya ¢ikan ve sitoplazmaya salinan mono- ve oligoniikleozmalarin
Ol¢iimiine dayanmaktadir. ELIZA-tabanli yontemle miktarlart goreceli olarak belirlenen

niikleozomlarin diizeyi apoptoz orani ile dogrudan korelasyon gostermektedir.

Taksol ve bleomisin uygulanan hiicreler hasat edildi ve hiicrelerden sitoplazmik
lizatlar olusturuldu. Elde edilen lizatlar niikleozomal yapilarin 6l¢iimiinde kullanilda.
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te sirasiyla MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine taksol ve
bleomisinin uygulanan dozlarla 6lculen apoptoz dizeyleri gosterilmektedir. Burada,
muamele edilen hiicrelerdeki apoptoz diizeyi rdlatiftir ve kontrol hiicrelerine gore ‘kat
degisimi’ olarak ifade edilmistir. Tablo 4.1°de farkli deneylerin ortalama sonuglari
gosterilmektedir. Taksolun her iki hiicre soyunda daha toksik olmasi nedeniyle daha
yiiksek hiicre 6liim oranlar1 beklenmekteydi. Bununla uyumlu sekilde her iki hiicre
soyunda taksol ile daha yliksek hiicre 6liim oranlar1 elde edildi. Taksol uygulanan
MCF-7 hicrelerinde, kontrol hiicrelerine gore 3-3.7 kat daha fazla apoptoz gdzlenirken
(p<0.05), MDA-MB-231 hiicrelerinde bu artis diisiik doz i¢in 1.8 kat ve yiiksek doz
icin 2.1 kat olarak ortaya ¢ikti. Bleomisin daha az toksik goziikmesine karsin, bu ajanla
muamele edilen hiicrelerde de 6nemli derecede sitoplazmik niikleozomlar Slgiilmiistiir.

Bleomisin, MCF-7 hiicrelerinde diisiikk dozda 2.8 kat, yiiksek dozda 3.5 kat (p=0.036)
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hiicre 6liimiine yol agmistir. Bu bulgular, bleomisin ile muamele edilen hiicrelerin zar
yapist bozulmadan hemen 6nce, yani, heniiz intakt durumda iken, apoptotik siirecin

basladig1 ve sitoplazmaya niikleozomlarin salindigin1 géstermektedir.

) -
0
Kontrol Tak2 Tak10 Bleo2 Bleol0

Sekil 4.3: MCF-7 huicrelerinde goreceli apoptoz duzeyi

0 -

Kontrol Tak2 Takl10 Bleo2 Bleol0

Sekil 4.4: MDA-MB-231 hiicrelerinde goreceli apoptoz diizeyi
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4.4. Anti-kanser Ajanlarla Muamele Edilen Meme Kanseri Hucrelerinde Gen
ifade Analizi

Tez calismasinda, taksol ve bleomisin ile muamele edilen meme kanseri
hiicrelerinde hiicre ¢ogalma ve oliim diizeylerinin belirlenmesini takiben, saptanan
etkilerin lincrna-p21 ve GAS5 molekullerinin hicresel ve eksozomal ifade dizeylerini

nasil etkiledigi arastirildi.

Yukarida tanimlandigi gibi, hiicreler 24 saat boyunca taksol ve bleomisine
maruz birakildi. Hasat edilen hiicrelerden total RNA izole edildi. RNA’larin cDNA
dontistiriilmesinin  ardindan IncRNA molekiillerinin ifadeleri GZ-PZR yontemiyle
analiz edildi. Sekil 4.5’de ayn1 6rnekten ¢ogaltilan GASS, lincrna-p21 ve referans genin

(GAPDH) ¢ogalma egrileri gosterilmektedir.

Fluorescence History

30.04 LINCRNA-P21 ——> . . i
@ 2501
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// /GAPDH
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2
© 50
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12 4 6 8 10 13 16 19 2 25 22 3 4 37 40 4
Cycles

Sekil 4.5: GASS, lincrna-p21 ve GAPDH’a ait cogalma egrileri

Nicel PZR’da 6zgiil olmayan (“non-spesific”) iirlinlerin ¢ogalmadigindan emin
olmak i¢in, reaksiyon sonunda “erime egrisi analizi” gerceklestirildi. Sekil 4.6’da

goriildiigii iizere hedef genler disinda istenmeyen iiriinlerin ¢cogalmadig: goriilmektedir.
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Sekil 4.6: GASS, lincrna-p21 ve GAPDH egrime egrileri

Meme kanseri hiicrelerinde ve bu hiicrelerden salinan eksozomlarda hedef

InNcRNA molekiillerinin ifade diizeyini hesaplamak igin en az 2 deney gerceklestirilerek
bunlarin ortalamalari alindi.

4.5. Anti-kanser Ajanlarla Muamele Edilen MCF-7 Hucrelerinde lincrna-p21 ve
GAS?S ifade Diizeyi

Taksol ve bleomisin ile muamele edilen MCF-7 hicrelerinde lincrna-p21 ve
GASS ifade diizeylerini belirlemek amaciyla 3 farkli deney gerceklestirildi. Bu
deneylerde elde edilen goreceli ifade dizeyleri Tablo 4.2°de gosterilmektedir. Bu
verilerden yola ¢ikarak, kontrol hiicrelerindeki ortalama ifade diizeyi ‘1’ kabul edilerek,
deney gruplarindaki ifade diizeyleri ‘kat degisimi’ olarak hesaplandi. Kat degisimleri

olarak ifade edilen lincrna-p21 ve GASS ekspresyon seviyeleri sirasiyla Sekil 4.7 ve
4.8’de gosterilmektedir.

Sekillerde goriilecegi iizere, taksol uygulanan hiicrelerde lincrna-p21

molekiiliiniin ifade diizeyi en yiiksek dozda yaklasik olarak 2.7 kat artarken, bleomisin

ile muamele edilen hiicrelerde ise bu oran 2.8 kat olarak belirlendi. lincrna-p21 degisim

oranlar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05),



Tablo 4.2 MCF-7 hicrelerinde goreceli lincrna-p21 ve GAS ifade duzeyleri

lincrna-p21 GAS5

Kontrol 0,024 0,17
0,01 0,3
0,013 0,27
Taksol 2 0,029 0,27
0,025 0,5
0,039 0,35
Taksol 10 0,031 0,29
0,036 0,4
0,06 0,35
Bleomisin 2 0,035 0,25
0,029 0,4
0,033 0,25
Bleomisin 10 0,043 0,33
0,039 0,45
0,051 0,19
'3, 2 lincrna-p21
~
3 3
[¢B)
z
= 2 -
T
Ul
He]
O
0

Kontrol Tak2 Takl0 Bleo2 Bleol0

Sekil 4.7: MCF-7 hicrelerinde lincrna-p21 ifade dizeyleri
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Sekil 4.8: MCF-7 hticrelerinde GASS ifade diizeyleri

Sitotoksik ajanlarin MCF-7 hucrelerinde GAS5 molekillnin ifadesini nispeten
daha az arttirdigi goriilmektedir. Taksol ile muamele edilen hucrelerde GAS5
molekiiliiniin ifade diizeyi yaklasik 1.5 kat artarken (p=0.08), bleomisin uygulanan
hiicrelerde artis oran1 daha diisiik idi (1.4 kat).

4.6. MDA-MB-231 Hiicrelerinde lincrna ve GAS5 Molekiillerinin ifadesinin
Incelenmesi

Tez c¢alisgmasinda, MDA-MB-231 hiicrelerinin anti-kanser ajanlarla muamelesi
ve lincrna-p21 ile GAS5 molekiillerinin ifade duzeylerinin incelenmesi MCF-7
hiicrelerinde yapildigi gibi  gergeklestirildi. Tablo 4.3’de bu hiicrelerde goézlenen
goreceli ifade dizeyleri yer almaktadir. Sekil 4.9 ve 4.10’da ise, IncRNA molekiilerinin

ifade degisimlerinin kat degisimi olarak gdsterimi yer almaktadir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin apoptoz ve sitotoksisite dl¢limlerinde gézlemlendigi
Uzere anti-kanser ilaglarina MCF-7 hicrelerinden daha direngli oldugu, RNA
molekiillerinin ifadesine yansimistir. Sekillerde goriilebilecegi gibi, her iki molekiiliin
ifade diizeylerinin, anti-kanser ajanlarla muamele sonrasi sinirli oranda arttig1 gozlendi.
Artis oranlar1 en fazla 1.5 kat olarak gergeklesti. Elde edilen farklar istatistiksel olarak

anlamli degildi.



Tablo 4.3 MDA-MB-231 hiicrelerinde lincrna-p21 ve GAS ifade dizeyi

lincrna-p21 GAS5
Kontrol 0,000512 0,12
0,000145 0,07
Taksol 2 0,000745 0,09
0,000247 0,14
Taksol 10 0,00047 0,14
0,000321 0,1
Bleomisin 2 0,000547 0,18
0,000214 0,08
Bleomisin 10 0,000345 0,19
0,000482 0,11
3.00 4 .
— lincrna-p21
>
_N
3 2.00-
: 1
(]
% 1:00:
3
)
O 5.00
Kontrol Tak2 Tak1l0 Bleo2 Bleol0

Sekil 4.9: MDA-MB-231 hiicrelerinde lincrna-p21 diizeyleri
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Sekil 4.10: MDA-MB-231 hiicrelerinde GASS5 dlizeyleri

4.7. MCF-7 Hiicrelerinden Salinan Eksozomlarda lincrna-p21 ve GAS5
Molekullerinin Miktar Tayini

Anti-kanser  ajanlara  maruz birakilan hiicrelerde kodlamayan RNA
molekiillerinin ifade diizeylerinin belirlenmesini takiben, tez calismasinda ongoriildiigii
tizere, hiicrelerden dis ortama (kiiltiir besiyerine) salinan eksozomlarda lincrna-p21 ve
GAS5 molekullerinin miktarlar: arastirildi. Standard hiicre kiiltiirii kosullarinda 24 saat
sitotoksik ajan uygulanan hiicrelerin bulundugu hiicre kiiltiirii ortamindan siv1 besiyeri
toplandi. Eksozom izolasyonunu takiben, eksozomal RNA molekiilleri 6zel kit yardimi
ile izole edildi. cDNA sentezi sonrast hedef IncRNA molekiillerinin eksozomal
miktarlart nicel PZR’de belirlendi. En az 3 bagimsiz deneyin ortalamasi alindi. Tablo
4.4’de MCF-7 hiicrelerinde elde edilen goreceli miktarlar yer almaktadir. Kontrol
hiicrelerine gore kat degisimi olarak ifade edilen sonuglar Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de

gosterilmektedir.
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Tablo 4.4 MCF-7 hiicrelerinden salinan eksozomlarda lincrna-p21 ve GAS ifadesi

lincrna-p21 GAS5

Kontrol 0,15 15
0,51 1

0,2 0,7

Taxol 2 0,43 2
0,35 3,1

0,51 3,6

Taxol 10 0,16 4.2
1,3 59

0,7 5,6

Bleomisin 2 1,2 3,5
1,15 2.8

11 43

Bleomisin 10 14 49
1,2 5,7

1,7 7

MCF-7 meme kanseri hucrelerinin taksol ve bleomisin ile muamelesi sonucu,
hiicrelerden salinan eksozomlarda yiiksek oranda lincrna-p21 ve GAS5 birikimi
gorilmektedir. lincrna-p21 miktarinda artigin bleomisine maruz birakilan hiicrelerde
daha yiiksek oldugu goze carpmaktadir. Yiiksek doz (10 nM) taksol, eksozomal lincrna-
p21°1 miktarin1 yaklasik 2.5 kat artirirken (p<0.01), artis orani bleomisin ile 4.9 kata
kadar ¢ikmaktadir (p=0.003). Bu etki GASS molekiiliiniin goreceli ifade diizeyine,
taksol ve bleomisinin uygulanmasi sonras1 benzer etki ettigi gozlendi. Sekil 4.12°de
goriilebilecegi gibi, doz bagimli olarak eksozomal GASS5 diizeyinin kontrole gore 6 kata
kadar arttig1 goriilmektedir (p<0.001).
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lincrna-p21

Goreceli ifade dlzeyi
N

Sekil 4.11: MCF-7 eksozomlarinda lincrna-p21 ifade dizeyleri

¢.| GAS5

Goreceli ifade dizeyi

Sekil 4.12: MCF-7 eksozomlarinda GASS ifade diizeyleri

4.8. MDA-MB-231 Hiicrelerinden Salinan Eksozomlarinda lincrna-p21 ve GAS5
Molekiillerinin Ifadesinin Incelenmesi

Sitotoksik ajanlarla muamele MDA-MB-231 hiicrelerinde, lincrna-p21 ve GAS5
molekdllerinin hicresel anlatim diizeylerinin MCF-7 hiicrelerine gore daha arttiginin
saptanmasini takiben, bu hiicrelerden salinan eksozomlarda hedef RNA molekiilleri
incelendi. Molekiillerin eksozomlardaki nicel PZR ile elde edilen goreli miktarlari
Tablo 4.5’de yer almaktadir. Taksol ve bleomisin ile muamele edilen hiicrelerden
salinan eksozomlarda, kontrole gore kat degisim oranlar1 ise Sekil 4.13 ve 4.14’te

gorulebilmektedir.
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Tablo 4.5 MDA-MB-231 hiicrelerinden salinan eksozomlarda lincrna-p21 ve
GASS ifadesi

lincrna-p21 GAS5

Kontrol 0,11 14
0,14 0,7
Taksol 2 0,22 0,63
0,31 2
Taksol 10 0,45 0,76
0,41 1
Bleomisin 2 0,27 1,23
0,37 1,9
Bleomisin
10 0,37 0,71
0,38 1,6

Taksol ve bleomisin ajanlar1 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinden salinan
eksozomlarda lincrna-p21 seviyelerinde hiicresel diizeylerin aksine, anlamli artiglar
saptand1. Taksol muamelesi, eksozomal lincrna-p21 seviyelerinde 2.1-3.4 kat (p<0.05)
artisa yol acarken, bleomisin uygulandigi durumda artig oranlar1 2.5-3 kat olarak
gerceklesti (p=0.02). GASS5 molekiiliiniin ifade diizeylerine bakildiginda ise, diisiik doz
taksol (2nM) uygulanan hiicrelerden salinan eksozomlarinda kontrole gore 1.3 kat
uyarim gozlenirken, yliksek doz uygulanan durumda ise eksozomlarda GASS molekiil
dizeyinin bir miktar azaldig1 gbze carpmaktadir. Bleomisin uygulanan hiicrelerden
salinan eksozomlarda GASS ifade diizeyleri incelendiginde ise taksolda oldugu gibi,

diisiik dozda daha yiiksek (1.5 kat) artis gézlemlenmistir (p>0.05).
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lincrna-p21

Goreceli ifade dizeyi

Sekil 4.13: MDA-MB-231 eksozomlarinda lincrna-p21 ifade dizeyleri

GAS5

Goreceli ifade dizeyi

0 -

Sekil 4.14: MDA-MB-231 eksozomlarinda GASS ifade diizeyleri
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5. TARTISMA

Uzun kodlanmayan RNA’lar (IncRNA’lar), hiicre boliinmesi, sagkalim, hiicre
Olimii ve farklilasma gibi hiicrelerin akibetini belirleyen biyolojik olaylarda rol
oynayan islevsel molekiillerdir. Bazi IncRNA molekiillerinin islevleri ve etki
mekanizmalar1 detayl1 olarak agiklanmistir [4-7]. Ayrica, bu molekiillerin bir ¢ogunun
cesitli kanserlerde ifadelerinin degistigi belirlenmistir [7, 9, 11, 12, 15]. Anlatim
diizeylerinin degisimi, protein kodlayan genlerde oldugu gibi artis veya azalma seklinde
olmaktadir. Tiimor dokularinda gergeklestirilen gen ifade ¢aligmalart ve hiicre
soylarinda yapilan islevsel ¢aligmalar, bu molekiillerin bazilarinin onkolojik aragtirma
ve uygulamalarin gesitli asamalarinda biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyellerini
ortaya ¢ikarmistir. Bunun ilging bir 6rnegi, IncRNA’larin, ¢esitli mRNA molekiilleri ve
mikroRNA’larla birlikte hiicrelerden salinan vezikiillerde (eksozomlar gibi)
saptanabiliyor olmalandir [72, 80, 83]. Kiirsiimiizde yapilan c¢alismalarda, kiiltiir
hiicrelerinden salinan eksozomlarda test edilen IncRNA molekiillerinden bazilarinin
hiicresel diizeylerine gore eksozomlarda miktar acisindan zenginlestirildikleri
saptanmistir [79]. Bu ve benzeri bulgular, RNA molekiillerinin segici (selektif) olarak
eksozomlara yiiklendigine ve bulunduklari mikrogevrede hiicresel olaylar

etkileyebildiklerine isaret etmektedir.

DNA hasari, biiylime faktor eksikligi, sitotoksisite ve onkogen ifadesi gibi
hiicresel stresler, apoptotik sinyal yolaklarin1 etkileyen molekiillerin ifadesini
degistirmekte ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir [4, 17, 68, 92]. Tez calismasinda, meme
kanseri hiicreleri model sistem olarak kullanilarak, anti-kanser ajanlara maruz birakilan
hiicrelerde apoptozla iliskili iki IncRNA molekiiliiniin (lincrna-p21 ve GASS5) hicresel
ve eksozomal ifade profillerinin nasil degistiginin arastirilmasi amaglanmistir.
Literatiirde bu sekilde yapilmis bir ¢calisma bulunmamaktadir. Calismada kullanilan 2
hlcre soyundan ilki olan MCF-7 hicreleri hormon reseptor pozitif (PR+, ER+, HER2-)
invaziv meme kanserini temsil ederken, MDA-MB-231 hticreleri ti¢lu-negatif (ER-, PR-
, HER2-) olarak adlandirilan ve daha agresif olan meme kanseri &zellikleri
gostermektedir. Calismada, sitotoksisite olusturmak amaciyla, meme kanseri ve diger
baz1 kanserlerde anti-kanser ajan olarak kullanilan taksol ile yine ¢esitli kanserlerde

kullanilan bleomisinden yararlanilmigtir. Taksol mikrotiibiil depolimerizasyonunu
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engelleyerek mitotik evrede hicre boltinmesini durduran anti-kanser ajanlardan biridir
[85]. Bleomisin ise serbest radikaller olusturarak DNA molekiillerinde kirilmalar

olusturur [88].

Calismada, lincrna-p21 ve GASS5 molekiillerinin anlatim diizeyleri incelenmeden
once, farkli sitotoksisite mekanizmalarina sahip taksol ve bleomisin uygulanan meme
kanseri hiicrelerinde ortaya ¢ikan toksisitenin boyutu ve apoptotik hicre 61im duzeyleri
incelendi. Yukarida ifade edildigi gibi, ¢ok yiiksek diizeyde toksisite olusturmadan
IncRNA’larin ifadelerinin nasil degistigini arastirmak amaciyla anti-kanser ajanlar
diisiik dozlarda kullamildi. ilaglarin hiicre gogalmasi iizerine etkileri gercek-zamanli
hlcresel analiz ile incelendi. Secilen dozlarda, taksolun her iki hiicre tipinde de
bleomisine gore daha fazla oranda anti-proliferatif etki gosterdigi saptandi. G6zlenen bu
etki MCF-7 hicrelerinde daha ytiksek idi. Bu bulgu, her iki hiicre hattinda taksol ile
yapilan bir ¢alismanin bulgular1 ile uyumlu gerg¢eklesmistir [93]. Yani reseptor pozitif
Ozellikte olan MCF-7 hicrelerinde, Uclu-negatif meme kanseri fenotipindeki hiicrelere
gore daha etkin bir anti-proliferatif etki elde edilmektedir. Bu bulgu, meme kanserli

hastalarda elde edilen klinik bulgularla da uyumludur [93, 94].

Gergek-zamanli hiicresel analiz daha yakindan incelendiginde, her iki anti-
neoplastik ajanin, hiicre ¢cogalma kinetigini etkileme seklinin iki meme kanseri soyunda
farkli oldugu goze carpmaktadir. Taksol ve bleomisinin MCF-7 hucrelerindeki etkileri,
uygulanmanin baglamasini takip eden 10. saatin ardindan hiz kazanirken, taksol MDA-
MB-231 hcrelerine ilk 10 saat icerisinde en yuksek etkisini gostermektedir. Onuncu
saatten sonra MCF-7 hcrelerinde anti-kanser ajanlarmin etkisinin giderek arttigi,
MDA- MB-231 hiicrelerinde ise etkinin ilerleyen saatlerde azaldig1 gbze ¢arpmaktadir.
Bu bulgu, MDA-MB-231 hucrelerinde gegen sure ile birlikte ilag direncinin ortaya

¢ikmasi ile uyumlu goziikmektedir.

Bir sonraki asamada taksol ve bleomisin ile muamele edilen meme kanseri
hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii arastirildi. Apoptoz diizeyi ELIZA-bazl1 yaklasimla
oOl¢iildii. Sitotoksisite 6l¢timlerinin bulgularinda yola ¢ikarak MCF-7 hiicrelerinde daha
yiiksek hiicre oliimii beklenmekteydi. Bununla uyumlu bir sekilde, taksol uygulanan

MCF-7 hucrelerinde (bazal dizeyin 3-3.7 kati)) MDA-MB-231 hiicrelerine (bazal
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diizeyin 2.1 kat) gore daha yiliksek hiicre 6liim bulgusu saptandi. Bleomisine maruz
kalan MCF-7 hiicrelerinde apoptoz orani bazal diizeyin 3.5 katina kadar yiikselirken,
MDA-MB-231 hiicrelerinde bu oran nispeten diisiik miktarda gozlendi (1.5-1.9 kat). Bu
bulgular, taksola gore her iki hicre tipinde de daha az toksik goziiken bleomisin
uygulamasi ile de onemli derecede sitoplazmik niikleozomlar oOlgiildiigiinii ortaya
koymaktadir. Bu sonug, bleomisin ile muamele edilen hiicreler heniiz 6lmeden yani
hiicre zar1 heniliz intakt durumda iken, apoptotik siirecin basladigr ve sitoplazmaya

niikleozomlarin salinmaya baslandigin1 géstermektedir.

Anti-kanser ilaglara maruz birakilan hiicrelerde, ajanlarin hiicre ¢ogalmasi ve
hicre 6limd Uzerine olan etkilerinin, lincrna-p21 ve GAS’in ifadeleri {izerindeki
yansimalari arastirildi. Genel olarak, IncRNA’lar protein kodlayan genlere gore daha az
ifade miktarlarda eksprese edilirler [95]. Tez g¢alismasinda da buna uyumlu olarak
lincrna-p21 ve GASS molekiillerinin hiicresel ifade diizeyleri, kullanilan referans gene
(GAPDH) oranla diistik idi. IncRNA’lar nisbi olarak diisiik miktarlarda ifade
edilmelerine ragmen, sitotoksik strese cevaben ifade diizeylerinde artis meydana
gelmekte ve apoptotik sinyal yolaklarini etkilemektedir [17]. MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin sitotoksik ajanlara verdigi farkli yanitlarin IncRNA molekiillerinin ifade
duzeylerine de yansidigi goriilmektedir. Calismanin aday IncRNA molekiillerinden ilki
olan lincrna-p21’in ifade diizeyi, taksol ve bleomisin uygulanan MCF-7 hucrelerinde
Oonemi Olciide (2.8 kata kadar) artmistir. Yapilan calismalar, lincrna-p21’°in, p53
proteininin p21’in promotor bolgesine yeterli derecede baglanmasi igin pivot gorevi
goren hnRNP-K’y1 p21 promotor bolgesine ¢ekerek, p21’in ifadesini arttirdigini
bildirmektedir [11]. Bundan yola ¢ikarak, tez calismasinda anti-proliferatif etki farkl
olsa da benzer oranda hiicre 6liimiine yol agan ajanlarin apoptotik etkilerine lincrna-p21
benzer sekilde aracilik etmis olabilir. Zira taksol ve bleomisinin G2/S kontrol noktalar1
araciligiyla apoptozu uyardigr [96-98] ve p21 molekiiliiniin bu kontrol noktasi i¢in

gerekli molekiillerden biri oldugu bilinmektedir [68].

Aday IncRNA’lardan bir digeri olan GASS5 molekiilii, glukokortikoid reseptor
(GRE) elementini taklit eden bir domain tasir [63]. GASS, GRE sayesinde DNA’ya
baglanarak GRE’nin diizenledigi genleri etkileyebilir ve bu sekilde hiicre dongiisiinii

baskiladig1 diistiniilmektedir [63, 64]. Ancak, tez calismasinda GRE ile iligkili genlerle
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calisilmadigr i¢in GASS molekiiliin etki mekanizmasi literatiir bilgisi ile sinirhidir.
MCF-7 hiicrelerine taksol ve bleomisin anti kanser ajanlarinin uygulanmasi GASS
molekilindn ifade dizeyini, lincrna-p21 ile karsilastirildiginda daha diisiik oranda
(bazal diizeyin 1.5 kat1 kadar) uyarmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde de benzer bir

tablo goriilmiistiir.

Eksozomlar hiicrelerden salinan mikrovezikiillerdir ve salindiklar1 hiicrelerin
icinde bulunduklar1 kosullara gore eksozomlarun tasidiklar1 kargo molekiillerinin
icerikleri degisebilmektedir [15, 79]. Antikanser ajanlarla muamele edilen meme
kanseri hucrelerinde GAS5 ve lincrna-p21 molekdllerinin  eksozomal miktarlar
incelendiginde, hiicrelerin sitotoksik ajanlara verdigi yanitlarin sadece hiicresel bazda
kalmayip eksozom iceriklerine de yansidigi goriilmektedir. Hiicresel ifade diizeyinde
artmiga paralel olarak, salinan eksozomlarda da ifade diizeyinin arttig1 goriilmektedir.
MCEF-7 hucrelerinde, eksozomal lincrna-p21 diizeyi bleomisin uygulanmasinda daha
yiiksek gerceklesirken (bazal diizeyin 5 kati kadar), GA55 miktar taksol ve bleomisin
uygulanmasinda benzer idi ve artan dozla birlikte bazal diizeyin yaklasik 6 kati1 kadar
artmistir. MCF-7 hiicrelerinden salinan eksozomlarda IncRNA ifade diizeylerinin
hiicresel anlatima gore daha yiiksek zenginlesme (enrichment) gosterdigi goze
carpmaktadir. Bunun nedeni hiicrelerin apoptotik siiregte mikrogevredeki diger
hucrelerle apoptotik siirecte rol oynayan IncRNA’lar araciligi ile iletisim kurmasi
olabilir. Sitotoksik strese maruz kalan MDA-MB-231 hiicrelerine ait eksozomlarda
incelenen GASS5 molekiiliiniin ifade diizeyinde hiicresel bazda oldugu gibi anlamli bir
fark saptanmamistir. Ancak, lincrna-p21 molekiiliine bakildiginda, anti-kanser ajanlarin
lincrna-p21 ifadesinde degisiklige sebep oldugu gorilmektedir. Taksol uygulanan
MDA-MB-231 hiicrelerine ait eksozomal lincrna-p21 molekulunin ifade seviyesi bazal
diizeyin yaklasik olarak 3.5 katina g¢ikarken, bleomisin uygulananlar hcrelere ait

eksozomal lincrna-p21 seviyesi bazal diizeyin 3 katina kadar ¢iktig1 belirlenmistir.

Calismada elde edilen deneysel bulgular MDA-MB-231 ve MCF-7 hicreleri
arasinda farkliliklar gostermektedir. Uclii-negatif meme kanseri, gen ifade profilleri,
histopatolojik 6zellikleri ve klinik evrede gosterdikleri karakteristik yapilariyla diger
meme kanserlerinden ayrilan, agresif bir timdr alt tipidir [99-101]. Bu tip tlimorler

kemoterapiye baslangi¢ evresinde digerlerine gore daha iyi cevap verseler de, ilag



43

direnci olusturma ihtimallerinin yiiksek olmasi nedeniyle klinikte tedavi edilmesi daha
zordur [93]. Ugcli-negatif meme tiimorlerinde diizenlenmesi ¢ogunlukla anormal
seviyede olan wnt sinyal yolagi, kolorektal ve meme kanserlerinde aktif durumdadir
[102-104]. Bu sinyal yolagi hiicre ¢ogalmasini uyarici yonde etkiler. Wnt sinyal
yolaginda en etkili molekiiliin B-katenin oldugu diisiiniilmektedir. B-katenin Wnt
ligandlarinin fazla ifade olmasi, wnt ligand antagonistlerinin az ifade olmas1 veya APC
tumor baskilayicilarin kayb1 nedeniyle stabil halde kalabilir ve hiicre ¢ogalmasi siirekli
uyarilir [105]. Wnt sinyal yolaginin TNBC(Triple Negative Breast Cancer) hiicre
grubunda, MCF-7 hiicrelerini de kapsayan ER+ meme kanseri gibi kanser tiplerine gore
daha aktif oldugu gosterilmistir [106-108]. Ayrica, wnt/ B-katenin sinyal yolaginin aktif
oldugu bazal tipli meme kanseri hiicrelerinde kotii prognozla iliskilendirilmistir [120].
Bu bilgiler 151gimda, MDA-MB-231 hiicrelerine ait apoptoz verileri ve apoptozla iliskili
aday IncRNA’larin ifade profilleri beklendigi tizere, MCF-7 hiicrelerinden daha diisiik

seviyede gerceklesmistir.

Sonug olarak, tez ¢alismast sitotoksik ajanlarin meme kanseri hiicrelerinde bazi
aday kodlanmayan RNA’larin hem hiicresel hem de eksozomal bazda incelendigi ilk
0zel calismadir. Elde edilen veriler, apoptotik mekanizmalar1 uyaran sitotoksik ajanlarla
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde cevap olarak lincrna-p21 molekdliintn ifadesinde
artis oldugunu gostermektedir. GASS molekiiliinde ise nispeten daha az bir artis oldugu
saptanmigtir. Ancak, MCF-7 hiicre soyuna ait eksozomal lincrna-p21 ve GASS ifade
duzeyleri anti-kanser ajan uygulamasinin ardindan en yiiksek artig1 géstermistir. MDA -
MB-231 hiicrelerinde ise sitotoksik ajanlarin lincrna-p21 ve GAS5 molekillerinin
hiicresel ifade diizeylerine siirli etki ettigi gozlenirken, eksozomal lincrna-p21
ifadesini uyardigi saptanmistir. Calismadan elde edilen bulgular, uzun kodlamayan
RNA’larin ifade profillerinin, molekiiler biyolojik islevi, DNA hasar1 ve hiicre
boliinmesinin durdurulmasi, hiicre tipi ve heniiz tanimlanmayan farkli etmenlere bagh
olarak degisiklik gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Ayn1 zamanda hiicre sagkalim
ve apoptoz mekanizmalariyla iliskili bazi kodlamayan RNA’larin eksozomal ifade
profillerinin, salgilandiklar1 hiicrelere ait biyolojik olaylar1 yansittigin1 kanitlamaktadir.
lleriki ¢aligmalarda, transkriptom gibi genis capli fonksiyonel analizler, sitotoksik

stresle iliskili kodlamayan RNA molekiilleri hakkinda detayl bilgiler saglayabilecektir.
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